ブレオマイシンとキノン系抗癌剤による鞭毛虫ミドリムシ，繊毛虫テトラヒメナ，大腸菌，および枯草菌の増殖阻害とポリアミン合成阻害 by 浜名, 康栄 et al.
79
はじめに
糖ペプチド系抗癌性抗生物質のブレオマイシン
（Bleomycin）は多数のアミノ基とイミノ基を有し，
２本鎖 DNA への結合親和性の高い高塩基性化合物で
ある（Fig.1）。金属イオン Fe（III）が配位すると分
子状酸素を活性化し，O2H（ブレオマイシン-Fe
3+-
O2
2-またはブレオマイシン-Fe（III）-OOH-）ラジカ
ルを生成し，結合している領域の DNA を切断する1,2)。
抗癌性抗生物質として開発されたマイトマイシン
（Mitomycin C）（キノン含有ミトサン系）もアミノ基
とイミノ基を，アドリアマイシン（Adriamycin）や
ダウノマイシン（Daunomycin）（アンスラキノン系）
ではアミノ糖を含む（Fig.1）。これらも DNA に結合し，
Fe（III）と還元酵素系存在下に OH（-OH）ラジカル
を生成して DNA 切断を行う3,4)。同様な DNA 切断作
用のあるミトザントロン（Mitoxantrone）はアンス
ラキノン構造に２分子のスペルミジンを化学結合させ
た化学合成抗癌剤である5)（Fig.1）。
ブレオマイシンとキノン系抗癌剤による鞭毛虫ミドリムシ，
繊毛虫テトラヒメナ，大腸菌，および枯草菌の増殖阻害と
ポリアミン合成阻害
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要旨：真核生物ではポリアミン類のスペルミジンやスペルミンが細胞核内のクロマチン DNA
構造を安定化し，原核生物ではスペルミジンが核様体 DNA の高次構造維持に働いている。単
細胞真核生物の Euglena gracilis と Tetrahymena pyriformis に対する増殖阻害効果を DNA
切断薬剤ブレオマイシンと細胞膜阻害薬剤環状ペプチド類（コリスチン，バシトラシン，ポリ
ミキシンB）と比較した。Euglena gracilis に対してはブレオマイシンが他薬剤の1/10－
1/1000の低濃度の2.5x10-6 Mで増殖を50%阻害した。Tetrahymena pyriformis に対しては他
薬剤と同程度の5.0x10-4 Mで増殖を50%阻害した。ブレオマイシンあるいは環状ペプチドによ
り50%増殖阻害を受けた細胞と対照の正常増殖細胞より酸抽出したポリアミン画分の HPLC 分
析を行った。両生物種において，環状ペプチドで増殖阻害された細胞ではスペルミジンやスペ
ルミンの含量が低下していたが，ブレオマイシンで増殖阻害された細胞では両ポリアミンの含
量が増大していた。ブレオマイシンの細胞内 DNA への結合による DNA 切断は細胞内のスペ
ルミジンやスペルミンの濃度上昇によって競合的に防御されるものと考えられる。原核生物
Escherichia coliとBacillus subtilis に対する増殖阻害濃度をブレオマイシンとキノン系 DNA
切断薬剤（マイトマイシンC，ダウノマイシン，ミトザントロン）と比較した。DNA 切断活
性が高いブレオマイシンとマイトマイシンCが低濃度（1.8x10-7－1.1x10-5 M）で両細菌の増殖
を阻害した。４薬剤による50%阻害菌体と対照の正常増殖菌体より酸抽出したポリアミン画分
の HPLC 分析を行った。ブレオマイシン阻害菌では菌体内スペルミジン濃度が相対的に増大
している結果であった。阻害菌体内のスペルミジン濃度レベルは４薬剤の DNA 結合親和性，
DNA 切断活性，増殖阻害濃度と相関性があった。
キーワード：抗癌剤，大腸菌，テトラヒメナ，ブレオマイシン，ポリアミン
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生物は細胞内に各種の高塩基性のポリアミン（類）
を含有している。真核生物の細胞核クロマチンでは，
塩基性核タンパク質のヒストンと結合していない
DNA 領域にはトリアミンであるスペルミジンとテト
ラアミンであるスペルミンが結合している。原核生物
の常温細菌の核様体中では，DNA 結合タンパク質と
結合していない DNA 領域には主にスペルミジンが結
合している。上記の DNA 切断薬剤はそのアミン構造
部分で細胞内 DNA のリン酸基とイオン結合するの
で，細胞内で DNA とイオン結合しているスペルミジ
ンやスペルミンと競合することになる6-8)。事実，試
験管内実験では上記薬剤の DNA 切断活性はこれらの
ポリアミンの添加で抑制されてしまう5,9)。したがっ
て，上記薬剤による DNA 鎖架橋による DNA 複製阻
害や DNA 切断作用に基づく細胞増殖（本稿では「生
育」ではなく「増殖」とした）阻害は細胞内のポリア
ミン濃度に影響されていると考えられる。
本報告では，単細胞真核生物である光合成鞭毛虫ミ
ドリムシ（Euglena）と従属栄養繊毛虫テトラヒメナ
（Tetrahymena）での，Bleomycin による増殖阻害時
における細胞内ポリアミンを定量分析し，細胞膜/細
胞壁機能を阻害する環状ペプチド系抗生物質やキノリ
ン/アクリジン系抗原虫剤による増殖阻害による細胞
内ポリアミン濃度変化と比較した。Euglena gracilis
は細胞核クロマチン DNA の他にミトコンドリア環状
DNA と葉緑体（クロロプラスト）環状 DNA を持ち，
小核（生殖核）を欠く Tetrahymena pyriformis GL
株は大核（栄養核）クロマチン DNA の他にミトコン
ドリア線状 DNA を持ち，抗癌剤による増殖阻害の研
究対象となる哺乳動物細胞にない DNA 分子構造上の
特徴を持っている。また，原核生物の代表的グラム陰
性細菌である大腸菌と代表的グラム陽性細菌である枯
草菌に対する Bleomycin とキノン系抗癌剤による増
殖阻害時での細胞内ポリアミンを定量分析し，DNA
への結合親和性や DNA 切断活性と両細菌に対する増
殖阻害作用との関係を考察した。各々特徴的なポリア
ミン構成を持つ４生物種のこれら薬剤存在下での細胞
内ポリアミン変動の解析のため，薬剤により増殖阻害
を受けつつも50%程度増殖している細胞と対照の細胞
から抽出したポリアミン画分の分析を行い比較検討し
た。
ポリアミン（類）の中でも塩基性の高いスペルミジ
ンやスペルミンは動物細胞内の細胞核，リボソーム，
ミトコンドリア等の核酸含有器官に濃縮されて存在し
ていて，２本鎖 DNA の他に２本鎖 RNA への親和性
も高い。リボソーム RNA（ rRNA），転移 RNA
（tRNA），メッセンジヤー RNA（mRNA）にも結合
し,多岐にわたる生理作用を発現しているのであるが
10-12)，本稿では，２本鎖 DNA に高親和性の DNA 切
断薬剤による増殖阻害時における細胞内ポリアミン含
量の変動について注目した。
実験方法
Euglena gracilis IAM E-6 は PBY 培地（ペプトン，
酪酸ナトリウム，酵母エキス）にて光照射下に25℃で
好気的に液体培養した。Tetrahymena pyriformis
Fig. 1. Chemical structure of the anti-cancer drugs Bleomycin,
Mitomycin C, Daunomycin and Mitoxantrone.
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GL（ ATCC 30327）（ 無 小 核 株 ）（ 通 常 の
Tetrahymena 属は大核と小核の２種類の細胞核を持
つ）は PYG 培地（プロテオースペプトン，酵母エキ
ス，グルコース）にて25℃で好気的に液体培養。とも
に無菌培養である。大腸菌（Escherichia coli IAM
12119，基準株）と枯草菌（Bacillus subtilis IAM
12118，基準株）は Nutrient Broth（日水製薬）にて
37℃で好気的に液体培養。上記生物種は American
Type Culture Collection（ATCC）（Virginia，USA）
又は東京大学分子細胞生物学研究所 IAM Culture
Collection より分譲された。増殖阻害剤として，抗癌
剤の Bleomycin（塩酸塩，55-77% Bleomycin A2，日
本化薬），Mitomycin C（協和発酵），Daunomycin
（塩酸塩，協和発酵），M i t o x a n t r o n e（塩酸塩，
American Cyanamid，USA），環状ペプチド抗生物質
の Colistin（硫酸塩，AとBの混合物，協和発酵），
Bacitracin（和光純薬工業），Polymyxin B（硫酸塩，
和光純薬工業），および抗原虫剤の Chloroquine（キノ
リン系）（和光純薬工業）と Quinacrine（アクリジン
系）（和光純薬工業）を使用した。
濾過滅菌した各薬剤を試験管にて2mlまたは4mlの
培地中に２倍系列希釈を行い，各生物種の前培養液を
各10μlずつ添加し，24時間培養後，分光光度計（日
立100-10）にて400nm波長の吸光度（濁度）を測定し
た。薬剤の濃度依存的な増殖阻害を調べた。対照の
50%の濁度を与えた濃度を推定し，50%増殖阻害（増
Table 1. Cellular concentrations of major polyamines in Euglena gracilis IAM E-6 (A) and Tetrahymena pyriformis GL (B)
grown in the presence of Bleomycin (anti-cancer drug), three cyclic polypeptides Colistin, Bacitracin and
Polymyxin B (anti-cell membrane/cell wall drug), and Chloroquine and Quinacrine (anti-protozoa drug).  Cellular
concentrations of polyamines in T. pyriformis GL, Saccharomyces cerevisiae (yeast) and HeLa S3 (mammalian
culture cell) were cited from our data18,, 19, 22), as a reference (C).  The organisms were cultured in the absence
(control) or presence of the drugs at the concentration of 50% growth inhibition (IC50).  M, molar concentration.
Polyamine concentrations are expressed asμmol/g wet weight of the packed cells (A and B) or nmol/μg DNA.
Abbreviations for polyamines：Dap, 1,3-diaminopropane [NH2(CH2)3NH2]：Put, putrescine [NH2(CH2)2NH2]：Cad,
cadaverine [NH2(CH2)5NH2]： NSpd, norspermidine [NH2(CH2)3NH(CH2)3NH2]： Spd, spermidine
[NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2]：NSpm, norspermine [NH2(CH2)3NH(CH2)3NH(CH2)3NH2]：Spm, spermine
[NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2]：Ac-Spd, N 1-acetylspermidine：APCad, aminopropylcadaverine
[NH2(CH2)3NH(CH2)5NH2].
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殖阻止）濃度（ fifty percent growth inhibitory
concentration）（IC50）とした。増殖阻害実験（Fig.2）
の薬剤濃度はμg/mlで表示したが，IC50はモル濃度に
換算した。IC50値の正確な比較のための実験ではない
ので，Table1とTable2に示される IC50推定値は２倍程
度の誤差を含む。
ポリアミン分析可能な細胞量（菌体量）を確保する
ため，対照とする２本分のコントロール（薬剤無添加，
100%増殖）と IC50前後の２倍系列希釈試験管２本分
より，遠心分離（10,000xg，10分間）（サクマM150）
にて細胞を集めた。PBS（リン酸緩衝溶液）（日水製
薬）にて遠心分離操作による洗浄後，細胞の湿重量を
測定し，10%（1.0M）過塩素酸（HClO4）（PCA）を
加えて200μlとし（最終PCA濃度は５－７%），遠心
分離後の上清をポリアミン抽出画分とした。メンブラ
ンフィルター（DISMIC-13HP）濾過後の100μlを使
用して，日立高速液体クロマトグラフ装置L6000型に
よる，o-フタルアルデヒド（OPA）ポストラベル-陽
イオン交換クロマトグラフィー法による高性能液体ク
ロマトグラフィー（HPLC）でポリアミンの定量分析
を行った13)。大腸菌と枯草菌に対する増殖阻害実験で
は培養上清の100μlも HPLC で分析した。強酸性陽イ
オン交換樹脂カラム（日立2619F）（径4mmx長さ
50mm）はオーブン装置中で70℃に保持した。３種類
の NaCl-クエン酸緩衝溶離液による段階/直線塩濃度
勾配溶出を採用した。溶出液は OPA 反応液と混合後
70℃で加熱し，蛍光光度計で測定し，チャート上に記
録した。標準ポリアミン標品の分析ピーク高から各ポ
リアミンピークを定量した。細胞内ポリアミン濃度
（含量）は細胞湿重量あたりのモル数（μmol/g wet
ce l l s）か，培養液１mlの吸光度あたりのモル数
（nmol/Aat 400nm）として表示した。
分析標準のジアミノプロパン（1 , 3 - d i a m i n o -
propane），プトレスシン（putrescine），カダベリン
（cadaverine），qqqスペルミジン（spermidine），N 1-
アセチルスペルミジン（N 1-acetylspermidine）は塩
Table 2. Cellular concentrations of major polyamines in Escherichia coli IAM 12119 (A) and Bacillus subtilis IAM 12118 (B)
in the presence of the anti-cancer drugs Bleomycin, Mitomycin C, Daunomycin and Mitoxantrone.  Table C was
cited from our data23), as a reference.  The organisms were cultured in the absence (control) or presence of the
drugs at the concentration of 50% growth inhibition (IC50).  Polyamine concentrations are expressed as
nmol/Absorbance at 400 nm of 1 ml of the liquid culture (A and B) or μmol/g wet cells (C).  A-1 and A-2 were
different experiments.  Abbreviations for polyamines are shown in Table 1.
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酸塩を Sigma 社（USA）から，ノルスペルミジン
（norspermidine）とノルスペルミン（norspermine）
は液体標品を Eastman Kodak 社（USA）から購入し
た。
結　　果
ミドリムシとテトラヒメナの増殖阻害とポリアミン量
Euglena gracilis はL-オルニチンの脱炭酸によるプ
トシスシン，プトレスシンのアミノプロピル転移によ
るスペルミジンとさらにスペルミンを合成している。
スペルミジンとスペルミンから酸化酵素によりジアミ
ノプロパンを生産し，ジアミノプロパンへのアミノプ
ロピル転移によりノルスペルミジンとさらにノルスペ
ルミンを合成している 14,15)（Fig.3と Table1 の
Fig. 2. Growth curve of Escherichia coli IAM 12119 in the
presence of Bleomycin (●) and Mitomycin C (▲) (Fig.
A-1) and Daunomycin (◆) and Mitoxantrone (■) (Fig. A-
2) and Bacillus subtilis IAM 12118 in the presence of
Bleomycin (●) and Mitomycin C (▲) (Fig. B-1) and
Daunomycin (◆) and Mitoxantrone (■) (Fig. B-2) by
serial dilution method.  Fifty percent growth inhibitory
concentration (IC50) (μg/ml) estimated in the figures,
was expressed as molar concentration (mol/l) in Table
2.  
Fig 3. HPLC analysis of polyamines of Euglena gracilis IAM
E-6 grown in the absence (control) (A) or presence of
2.5x10-6 M Bleomycin (at IC50) (B) and Tetrahymena
pyriformis GL grown in the absence (control) (C) or
presence of 5.0x10-4 M Bleomycin (at IC50) (D).  The
whole polyamine PCA extract (100μl) from the cell
pellet prepared from 8 ml culture was analyzed.
Abbreviations for polyamines are as in Table 1.
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control）。Tetrahymena pyriformis は L-オルニチン
の脱炭酸によるプトシスシンとプトレスシンのアミノ
プロピル転移によるスペルミジンのみを有している
14)。スペルミン合成を欠くが，本実験で使用した
PYG 培地は微量のスペルミンを含むので，これを取
り込むこともある14)（Fig.3と Table1 の control）。
６種類の薬剤による50%増殖阻害濃度（IC50）とそ
の濃度による細胞内ポリアミン量の分析結果を，湿重
量あたりのマイクロモル数（μmol）として，Table1
に示した。Euglena gracillis では，Bleomycin によ
る　IC50は他の薬剤のそれと比較してきわめて低く，
2.5x10-6 Mであった。Tetrahymena pyriformis では，
他の薬剤と10倍範囲内の5.0x10-4M が IC50であった。
対照（control）とBleomycin による増殖阻害時の
ポリアミン画分の HPLC 分析の比較をFig.3に示すと
ともに，６種類の薬剤による50%阻害時のポリアミン
含量を Table1 に示した。Euglena gracilis でのポリ
アミン含量は，Bleomycin の IC50の時と対照とで変化
は少なかった。他の薬剤による IC50での Euglena
gracilis では全てのポリアミンが低下している結果で
あった。一方，６種類の薬剤で増殖阻害を受けた
Tetrahymena pyriformis では，プトレスシンとスペ
ルミジン含量が対照と比べて低下する場合と増大する
場合とが認められたが，Bleomycin 阻害時での増大が
顕著であった。本来,スペルミンの合成はないのだが，
Bleomycin 存在下では培地中からの取り込みによると
Fig. 4. HPLC analysis of polyamines of Escherichia coli (A)
and the culture supernatant (B), grown in the absence
(control) or presence of the anti-cancer drugs
Bleomycin (BLM), Mitomycin C (MC), Daunomycin
(DM) and Mitoxantrone (MXT) at the concentration of
IC50 shown in Table 2.  The whole polyamine PCA
extract (100μl) from the cell pellet and the supernatant
(100μl) prepared from 4 ml (for BLM) or 8 ml (for MC,
DM, MXT) culture, were analyzed.  Abbreviations for
polyamines are as in Table 1.
Fig. 5. HPLC analysis of polyamines of Bacillus subtilis grown
in the absence (control) or presence of the anti-cancer
drugs Bleomycin (BLM), Mitomycin C (MC),
Daunomycin (DM) and Mitoxantrone (MXT) at the
concentration of IC50 shown in Table 2.  The whole PCA
extract (100μl) from cell pellet prepared from 4 ml
culture, was analyzed.  Abbreviations for polyamines
are as in Table 1.
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なお，本実験のデータではないのだが，両細菌の湿
重量あたりのポリアミン含量を参照のため Table2 に
引用した。
Bleomycin で50%増殖阻害を受けた大腸菌（４ml培
養）では，菌体量は約50%になっていて，全菌体から
抽出されたプトレスシンとカダベリン量は対照（４
ml培養）の40－60%であった。塩基性の低下している
アセチルスペルミジン量も同様であった。DNA との
結合力が強いスペルミジン量は，２倍の菌体量の対照
からのポリアミン抽出画分中と差が認められなかっ
た。このことは，増殖阻害を受けながら増殖し得た大
腸菌では，細胞内のスペルミジン量が菌体当たりにし
て２倍に増加していたことを意味している。増殖濁度
当たりのナノモル数（nmol）として算出し，Table2
に示した。
Fig.4における，MitomycinC，Daunomycin，
Mitoxantrone の３薬剤による阻害実験では培養量を2
倍量（8ml）として行っているので，対照と50%阻害
での菌体量は各々 Bleomycin による阻害実験の２倍
量に相当している。この3薬剤について，50%増殖阻
害を受けた菌体（対照の約半分量）では，全ポリアミ
ン成分とも共通して対照の40－30%となっていて，ポ
リアミン構成に大きな変動は見られない。増殖濁度当
たりのナノモル数（nmol）で計算すると，ポリアミ
ンが全体的に低下している値となった（Table2）。３
薬剤間での菌体外へのカダベリンの放出程度も，菌の
増殖程度（菌体量）にほぼ比例している。培養上清は
その一部（100μl）を分析しているので，上清中の総
量を分析しているのではない。Bleomycin 実験と比較
するなら倍の総量となっている。カダベリンの菌体外
放出はこれら４種類の薬剤の増殖阻害作用の影響をほ
とんど受けていない結果であった。
枯草菌では，各薬剤で50%増殖阻害を受けた菌体量
は対照の半分以下になっているわけで，主要ポリアミ
ンであるスペルミジンの量も50%以下になっているこ
とがFig.5の HPLC クロマトグラム上で確認できる。
その中では，Bleomycin による IC50における枯草菌の
方が MitomycinC，Daunomycin，Mitoxantrone によ
る IC50における枯草菌より高含量であった。Table2
に示した増殖濁度当たりのナノモル数（nmol）の値
では，Bleomycin 存在下に増殖した枯草菌は他３薬剤
存在下に増殖した枯草菌よりスペルミジン含量が相対
的に高いことを示している。大腸菌の場合と同様に，
細胞内スペルミジンレべルの上昇から，DNA へのス
ペルミジンの結合量を増大させて，Bleomycin の
DNA への結合と DNA 切断作用への抵抗性を高めた
考えられるスペルミンを有意に検出した（Fig.3と
Table1）。
なお，本実験のデータではなく，濃度表示も異なる
が，真菌類（酵母）の Saccharomyces cerevisiae と
哺乳動物細胞の HeLa 細胞のポリアミン含量を参照の
ため Table1 に引用した。
大腸菌と枯草菌の増殖阻害とポリアミン量
４種類の抗癌剤による両細菌に対する IC50を求めて
T a b l e 2とした。この濃度下での培養では，対照
（control）の約半分の集菌体量となる。両細菌に対し
て，Bleomycin と MitomycinC が低濃度で増殖阻害効
果を認めた。Bleomycin の IC50でみると，真核生物の
Euglena が2.5x10-6 M，Tetrahymena が5.0x10-4 M，
原核生物の大腸菌が1.1x10-5 M，枯草菌が1.5x10-6 M
であり，生物種間での差が認められる。
対照と50%増殖阻害時の菌体から抽出したポリアミ
ン画分と培養上清中のポリアミンの HPLC 分析を
Fig.4とFig.5に示した。菌体湿重量当たりのポリアミ
ン含量の計算をすると，重量測定値やポリアミン定量
値の誤差が大きくなるので，HPLC 分析クロマトグラ
ムを直接比較し，ピーク高からその変動を検討するこ
ととした。
大腸菌 Escherichia coli は Proteobacteria 門
（Phylum）に属する代表的グラム陰性細菌であり，主
要なポリアミンとして，L－オルニチンの脱炭酸によ
るプトレスシン，L－リジンの脱炭酸によるカダベリ
ン，プトシスシンからのアミノプロピル転移によるス
ペルミジンを合成している16)（Fig.4－Aの control）。
スペルミジンがアセチル化された N 1－アセチルスペ
ルミジンも存在している。培養条件により，L－アル
ギニンの脱炭酸により生成されるアグマチン（グアニ
ジノアミンであり，ポリアミン類に含めている）やカ
ダベリンのアミノプロピル転移によるアミノプロピル
カダベリンを微量検出する場合もある。大量のカダベ
リンと微量のプトレスシンを菌体外に放出するので，
これらは培養後の上清中に検出されている（Fig.4－B
のcontrol）。枯草菌 Bacillus subtilis は Firmicutes 門
（Phylum）に属する代表的グラム陽性細菌で，プトシ
スシンからアミノプロピル転移によりスペルミジンを
合成している16)。L－アルギニンの脱炭酸により生成
されるアグマチンを少量検出するが，Nutrient Broth
などによる通常の培養での主要な菌体内ポリアミン成
分はスペルミジンのみである16)（Fig.5の control）。
スペルミジンを菌体外に放出することはないので，培
養上清中にはポリアミンは検出されない。
86
結果と判断される。Mitoxantrone によるスペルミジ
ンの細胞外への遊離は HPLC では明確には検出でき
なかったが，スペルミジンの細胞内レベルは４薬剤処
理中では最低であった。
考　　察
Bleomycin による IC50は Euglena gracillis と
Tetrahymena pyriformis との間で200倍の差となる
が，他の薬剤では,両生物種の間での差は10倍以内で
あった。光合成藻類の多くがノルスペルミジンやノル
スペルミンを有することと葉緑体を持つことと関連が
あることも示唆されている14,15）。Bleomycin の主要な
増殖阻害機序が Bleomycin の DNA への結合と切断作
用にあるとすれば，葉緑体 DNA を有する Euglena
gracilis の高感受性が説明可能となる。クロマチン
DNA やミトコンドリア DNA の形態の差も関係する
かもしれない。
Colistin（環状デカペプチド），Bacitracin（環状ウ
ンデカペプチド），Polymyxin B（環状デカペプチド）
は細菌の細胞膜／細胞壁の機能阻害を作用機序とする
抗生物質であり，真核生物種のポリアミン合成系を直
接阻害しないが，これらの薬剤存在下に増殖した
Euglena gracilis のポリアミン含量の低下は著しいも
のであった。細胞膜機能とポリアミン含量との関連性
が示唆される。Chloroquine と Quinacrine はポリア
ミン合成阻害剤として働くことが知られていて，IC50
におけるポリアミンレベルは低下していた。スペルミ
ジンやスペルミンの分解で生成されるジアミノプロパ
ンは蓄積される場合もある。 T e t r a h y m e n a
pyriformis での，環状ペプチド系抗生物質と抗原虫
剤存在下でのポリアミン含量の変動は一律ではなく，
明確な考察は困難であるが，細胞形態や栄養摂取形態
の異なる Euglena gracilis での結果と差異が認めら
れたことは興味深いことである。
本実験では，複数回のポリアミン測定値を統計処理
することをしていないが，DNA への結合親和性と
DNA 切断活性が高い Bleomycin に対しては，両真核
生物種ともに，細胞内のトリアミンやテトラアミン含
量を増大させることで Bleomycin の DNA 結合とそれ
による DNA 切断を阻止する方向で増殖可能になって
いるとの判断はできるであろう。
４種類の抗癌剤による大腸菌と枯草菌の増殖阻害効
果は，これらの薬剤の試験管内実験による，λファー
ジ線状２重鎖 DNA や哺乳動物細胞核クロマチン
DNA に対する DNA 切断活性3-5,9)にほぼ比例してい
る。ヒストンと結合してヌクレオソームを形成してい
るクロマチン DNA 切断活性ではBleomycinが最強で
9），Bleomycin はクロマチン DNA に対するポリアミ
ンとの競合結合力が大きいためと判断されている。細
菌細胞内の DNA に対しては MitomycinC も結合しや
すいものと考えられる。
ジアミン類（プトレスシンとカダベリン）とアセチ
ルスペルミジンは菌体内での DNA への結合性は低い
ことから，Bleomycin が DNA と結合することをスペ
ルミジンが競合して阻害していると考えられる。結果
として，スペルミジン含量を増大することで
Bleomycin の DNA への結合を抑制し，DNA 切断に
抵抗性になり増殖してきたと判断している。菌体内で
合成されたカダベリンは90%近くが菌体外に放出され
ていることから，50%増殖阻害を受けている大腸菌で
も，全体としては培養菌体内と培養上清中との総量で
は10%程度の減少にとどまっていた。
Mitoxantrone はラジカル発生が弱く，DNA 切断活
性は低いのだが，スペルミジン２分子を結合させた構
造であるために，スペルミジンの DNA への結合に競
合することが予想される。実験的には，50%増殖阻害
には高濃度が必要でもあり，菌体内のスペルミジンの
半分量近くが培養上清中に放出（遊離）されている結
果であった。Bleomycin による阻害時とは全く逆に，
菌体内のスペルミジン量が相対的に減少している結果
となった。Mitoxantrone がスペルミジンに置換して
DNA に結合することを示唆している。しかし，DNA
切断活性は強くはないので，増殖阻害作用は低いもの
と考えられる。
アミノ酸脱炭酸酵素やアミノプロピル転移酵素など
のポリアミン合成酵素に対する阻害剤やラジカル生成
薬剤である過酸化水素やパラコートによる増殖阻害で
は，細菌から原生動物，酵母，哺乳動物細胞に至るま
で，増殖阻害を受けた細胞では細胞内ポリアミンの全
てのレベルが低下しているのが普通である17-21）。ア
ミン構造を有し DNA に親和性が高く，DNA 切断活
性を有する抗癌剤存在下では，原核生物の細菌でも，
単細胞真核生物の Euglena や Tetrahymena でも，
増殖してきた細胞では DNA 構造安定化に働いている
スペルミジンやスペルミンの細胞内レベルを高める方
向に変動をしていることが明らかになった。
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Inhibition of the Growth of Eukaryotic Flagerate Euglena 
gracilis, Eukaryotic Ciliate Tetrahymena pyriformis, 
Bacterium Escherichia coli and Bacterium Bacillus 
subtilis, and their Polyamine Syntheses by 
Bleomycin and Anti-Cancer Quinones
Koei HAMANA1)*,  Azusa SAKAMOTO1),  Kenji TAKATSUKA1), 
Yoshie KIGURE1),  Nagisa TANAKA1) and Ryuichi HOSOYA1)
Abstract：Polyamines such as spermidine and spermine stabilize DNA structure in eukaryotes
and prokaryotes.  Cellular polyamine levels were analyzed by high-performance liquid
chromatography (HPLC) of the acid-extracts from the cells.  A DNA- breaking drug, Bleomycin,
inhibited the growth of the unicellular eukaryotes, Euglena gracilis and Tetrahymena
pyriformis, at the concentration of 2.5x10-6 M and 5.0x10-4 M, respectively.  When a half of the
growth in the two eukaryotes was inhibited by Bleomycin, cellular levels of spermidine and
spermine increased in contrast with normal growing cells, whereas the levels decreased in the
two eukaryotes inhibited by Colistin, Bacitracin and Polymyxin B, as membrane-inhibiting
cyclic peptides.  Anti-cancer quinones, Mitomycin C, Daunomycin and Mitoxantrone as well as
Bleomycin, inhibited the growth of the prokaryotes, Escherichia coli and Bacillus subtilis, at
the concentrations 1.8x10-7－1.1x10-5 M.  In the two bacteria inhibited by the four DNA-
breaking drugs, cellular spermidine levels relatively increased in parallel with their DNA
strand breakage and growth inhibitory potencies. 
Key words：Anti-cancer drug, Bleomycin, Escherichia coli, Polyamine, Tetrahymena
pyriformis
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